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博士の学位論文審査結果の要旨 
 
Altered Expression of MicroRNAs in Patients with Pouchitis after 
Restorative Proctocolectomy 
（大腸全摘術回腸嚢肛門（管）吻合術後に発症する回腸嚢炎に関わるマイクロ RNAの解析） 
 
【背景】重症や難治性潰瘍性大腸炎の標準的外科治療である大腸全摘術・回腸嚢肛門（管）
吻合術後の最も多い合併症は回腸嚢炎であり，術後 10 年間で約半数が発症する．その発症
には潰瘍性大腸炎の宿主因子と腸内環境要因の相互作用が関わると考えられ，潰瘍性大腸
炎の病態発症と近似している可能性がある．マイクロ RNA (micro RNA: miRNA) は 20-25
塩基の１本鎖 RNA で，標的 mRNA の分解や翻訳抑制を行い，感染症，癌，炎症性腸疾患
などの発症に関わることが多数報告されている． 
【目的】回腸嚢炎の炎症に関わる miRNA は潰瘍性大腸炎に関わる miRNA と共通性がある
と仮説をたて，その炎症に関わる miRNA の探索と，その標的遺伝子を調べることを目的と
した． 
【方法】大腸全摘・回腸嚢肛門（管）吻合術がなされた 64 人を，Modified Pouchitis Disease 
Activity Index (mPDAI) を用いて，回腸嚢炎 16 人，非回腸嚢炎 48 人に群別した．回腸嚢
内視鏡検査にて炎症部位，非炎症部位の生検組織を採取した．Total RNA を抽出，逆転写
反応，リアルタイム PCR を施行し，既報論文で発現変化に再現性のある 27 種類の miRNA
の発現量を比較した．また，miR-192 の標的 mRNA である Interleukin 17 A receptor 
（IL-17RA) の発現量をリアルタイム PCR で解析した．回腸嚢炎症部位の遺伝子発現マイ
クロアレイ，Gene set enrichment analysis（GSEA）を行い網羅的な遺伝子発現を解析し
た． 
【結果】回腸嚢炎粘膜では非回腸嚢炎粘膜と比較して，miR-21 および miR-223 の発現が
有意に高く，miR-192 および miR-196a の発現が有意に低下していた．回腸嚢炎の炎症粘
膜では同一患者の非炎症粘膜と比較して 14 種類 (miR-7, miR-16, miR-17-5p, miR-29c, 
miR-106a, miR-145, miR-188, miR-192, miR-195, miR-196a, miR-200b, miR-221, 
miR-422a, and miR-499) の miRNA の発現が有意に低下していた．miR-192 の標的遺伝
子の IL-17RA が回腸嚢炎の炎症部で有意に発現が増加し，miR-192 と IL-17RA の発現に
負の相関を認めた．GESA では回腸嚢炎の炎症部において IL-17A 刺激により変動する遺伝
子群の有意な発現を認めた． 
【結論】回腸嚢炎の炎症に関わる miRNA は潰瘍性大腸炎のそれと共通性を認めた. 回腸
嚢炎の炎症部位で miR-192 が IL-17RA mRNA の発現を調整している事が示唆された．今
後さらに回腸嚢炎発症における miR-192 と IL-17RA の役割を明らかにすることで，新たな
治療法の開発に寄与できると考えられる． 
審査にあたり以上の論文の内容の説明がなされた後，以下の質疑応答が行われ
た． 
 
まず松本副査より以下の質問がなされた． 
1) 大腸全摘出・回腸嚢肛門管吻合術 術式について 
  術式は均一か，術式による研究結果への影響はないか． 
  回腸嚢で利用した回腸に炎症所見は全くないのか． 
  回腸嚢にすることで直腸様の機能を呈するか． 
2) 27 種類の miRNA はどのような根拠で選択したか． 
3) 1 種類の miRNA を調べるコストはどのくらいか． 
4) 成熟 miRNA の逆転写反応で stem-loop 構造を持ったプライマーを用いた 
 が，これにより鋳型 cDNA は何 bp ほどになるか． 
5) IL-17A mRNA 発現は増加していないが，IL-17RA を介したパスウェイは 
 IL-17A 以外もあるのか． 
6) IL-17F mRNA は増加していたか． 
7) 回腸嚢炎の病態に IL-17A が関わっているかどうかは仮説であり， 
 インターロイキン 17 の関与を断定したものではないか． 
 
以上の質問に対して，以下の回答がなされた． 
1) 直腸粘膜をできるだけ残さないようにするが，機械吻合のため肛門管上に 
5 mm から 10 mm の直腸粘膜の残存があり得る．研究に用いた生検部位は 
回腸嚢中央部で採取しており，残存した直腸組織の混入はない． 
回腸嚢を作成する時点で，回腸に炎症所見を認めていない． 
回腸嚢にすることで体積を増やし，直腸と全く同等とはいかないが便が貯留 
できるようにして，1 日の便回数が 6-10 回程度になるよう工夫した術式． 
2) 既報論文において潰瘍性大腸炎やクローン病の炎症と関わる miRNA の 
  マイクロアレイの報告が多数あるが、問題点として論文間で結果が異なる．
本研究では回腸嚢炎の病態発症が潰瘍性大腸炎のそれに近似している可能
性に着目したため，潰瘍性大腸炎の炎症に関わる miRNA の既報のうち，複
数の論文で再現性のある miRNA を 27 種類選択することで，炎症に関わる
miRNA を効率よく調べることができると考えられる． 
3) 1 種類 10 数万円程度 
4) 60bp ほど 
5) IL-17Aとアミノ酸レベルで 50％と相同性が高い IL-17Fとジスルフィド結合
したヘテロダイマー、またはホモダイマーが IL-17RA/IL-17RC という共通
の受容体に結合し IL-6, TNF-α, などの炎症性サイトカイン, CXCL1などの
ケモカイン，MMP (matrix metalloproteinase) などを発現誘導する． 
 
6) 本研究の遺伝子発現マイクロアレイでは，炎症部位で IL-17F mRNA の増加
は認められなかった．遺伝子発現マイクロアレイは炎症部位 2 例，非炎症部
位 2 例で比較しており，炎症程度の差や個体差を反映して有意差が出なかっ
た事も考えられる．調べるサンプル数を増やし，IL-17A，IL-17RA の
signalingに関わる IL-17Fや IL-17RCの発現をリアルタイム PCRで評価す
る事でより精度の高い結果が得られると考える． 
7) 断定ではない．しかし健常者の回腸や結腸および潰瘍性大腸炎の術前の回腸
において miR-192 の発現が高いこと，既報で miR-192 が IL-17RA mRNA
を直接低下させる事実を鑑みると，本研究において炎症部位で miR-192 発現
が低下し IL-17RA mRNA 発現が増加していることは，炎症病態に IL-17RA
を介した signaling が関わっている可能性を示唆するものである． 
 
次に中島副査より以下の質問がなされた． 
1) 術式について IAA (Ileoanal Anastomosis: 回腸嚢肛門吻合術) であるか．
IACA (Ileoanal Canal Anastomosis: 回腸嚢肛門管吻合術) では長期視点で
発がんのリスクはないが，回腸嚢炎のリスクにはならないか． 
2) 学位研究報告書 p35 の体裁について グラフと表がわかりにくい． 
3) regTH17 について Foxp3 のようなマスター制御因子はわかっているか． 
 
以上の質問に対し，以下の回答がなされた． 
1) 本研究のサンプルは IAA と IACA がある．長期視点で直腸粘膜がわずかに残
存しても発がんリスクにならないことがわかっているため手術時間が短い
IACA を選択する事が多い．IAA を選択する症例は，難治性潰瘍性大腸炎で
直腸に異形成が認められて癌化リスクが高いため手術となった症例であり，
直腸粘膜抜去，回腸肛門吻合術を選択している．ご指摘のように，IACA を
行った症例のうち，残存直腸炎がある場合，回腸嚢炎の発症率が上がると報
告があり，本研究においても IAA群と IACA群で比較検討する必要性はある． 
2) グラフの説明文に追記し改善． 
3) Th17 細胞から regTh17 へ分化する際に，TGF-βからの signaling と芳香族
炭化水素受容体（AhR）が関与していると報告されている．AhR 欠失マウス
生後 10 週齢の大腸組織では IL-1β, TNFαなどの炎症性サイトカインが増
加し，LPS 腹腔内投与による敗血症ショックを起こしやすく，また DSS 
(dextran sodium sulfate) による大腸炎に高感受性になっていることが示さ
れている．よって腸管における抗炎症反応に関わる regTh17 の役割を解明す
ることは今後の新たな治療につながる興味深い分野である．  
 
 
 
最後に，田村主査より以下の質問がなされた． 
1) 回腸嚢の組織は大腸上皮化するか． 
2) 大腸上皮化によって回腸嚢炎をおこしやすいという事はあるか． 
3) regTh17 への分化に TGF-βが重要とのことだが，Naive T 細胞から Th17 が 
  分化する際もそれが重要である．regTH17 に分化するときは何が違うのか． 
 IL-6 がないことが重要ということか． 
4) IL-17RC の発現増加はあるか． 
5) IL-17RA はユビキタス受容体だが，それを抑える仕組みを調べることに意味
がある．既報論文と今回の研究から腸管の炎症においても miR-192 が
IL-17RA 発現を制御していると考えると興味深い．そのように考えると，
miR-192 自体の発現を調節しているものは何か．原因が何か，常に疑問を持
ってそれを探求していく姿勢が重要である． 
6) 学位研究報告書 （ ）などの記号の使い方や要旨の書き方の体裁を直すよう
に．GSEA の結果の表に左側が炎症部位, 右側が非炎症部位とわかるように
記載する． 
 
以上の質問に対し，以下の回答がなされた． 
1) はい，報告あり． 
2) 回腸嚢炎は術後 10 年までに約半数が発症するが，その約半数は術後半年以
内に発症する．また術後 4 週間以内に発症する症例もあるため，大腸上皮化
が回腸嚢炎に必須ではないと考えられる．回腸嚢炎の治療は抗生剤が著効す
ること，欧州のガイドラインではプロバイオティクスである VSL # 3 療法が
慢性回腸嚢炎の治療や回腸嚢炎の予防に有効であると示されていることか
ら，回腸嚢炎の発症には腸内細菌の関与が大きいと考えられる． 
3) 詳しいメカニズムは研究段階である．表面的な内容だけでなく，メカニズム
がどうなっているか探求する姿勢が今後の研究に役に立つとご教示いただ
いたため，それを実践していく所存である． 
4) 本研究の遺伝子発現マイクロアレイでは認められなかった．炎症部で
IL-17RC の発現が増加しているかどうか，リアルタイム PCR で調べる事で
より精度の高い結果が得られると考える． 
5) miR-192 自体を制御している因子は現時点で不明である．Bacteroides 
fragilis は polysaccharide A を産生し，polysaccharide A は IL-17 産生を抑
制すること，Clostridium 属の一部の菌が制御性 T 細胞（Treg）を誘導する
こと，SFB (segmented filamentous bacteria) は Th17 細胞を誘導すること
が報告されており，腸内細菌と宿主腸管免疫には相互作用が認められている． 
さらに，EBV 由来の miRNA が宿主遺伝子発現を制御することで，感染細胞
のアポトーシスを抑制し，感染を持続させるように働くことも報告されてい
る．これらから，マイクロ RNA と宿主免疫システムの関わりを調べる事は
腸内細菌と宿主免疫の相互作用を解明する一端となり，大変興味深い．
miR-192 の炎症性腸疾患における役割や，その制御因子を研究することが，
宿主遺伝要因と腸内環境の相互作用で発症する炎症性腸疾患のメカニズム
の解明につながると考える． 
6) 修正し再提出． 
 
 
以上のような質疑応答がなされた． 
回腸嚢炎と潰瘍性大腸炎の病態発症の近似性に着目した新しい視点により，炎 
症性腸疾患の炎症部位に共通して発現低下を認める miR-192 を同定した．さら 
にその標的遺伝子が IL-17RA である可能性が示唆され，さらなる研究により回 
腸嚢炎や炎症性腸疾患の病態解明に寄与する可能性が示された．よって，審査 
員による協議の結果，本研究は博士（医学）の学位論文に値するものと判定さ 
れた． 
   
